クプロインを用いる還元糖の微量定量法について by 倉田 三郎兵衛 et al.
クプロインを用いる還元糖の微量定量法について
著者 倉田 三郎兵衛, 渡辺 昭子
雑誌名 紀要
巻 24
ページ 5-9
発行年 1970-01
URL http://id.nii.ac.jp/1118/00000919/
Creative Commons : 表示 - 非営利 - 改変禁止
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/3.0/deed.ja
クプロインを用いる還元糖の微量定量法について
1　緒　言
食品たとえば米，小麦粉，野菜煩などの水溶性成分は
層々あるが，我々はこの中で皇味または保存などに関係
の深い水溶性成分として水溶性糖類と遊離アミノ酸の研
・究を行なうことを考えている。この場合各成分を分離す
ることが必要となり，その手段としてイオソ交換樹脂の
使用が有効と考えられるが糖類を樹脂から溶出する際に
多量の水を要するため糖類の濃度が低くなり通常の糖定
量法では測定することが困難である。遼元糖の微量定量
1）　　　　　　　　2）
法としてはソモギ一法，アソスロソ法，また最近ネオク
3）
プロイソを用いる方法など研究されているが我々はクプ
ロイソを用いる方法について検討した。すなわち還元糖
・の定量は糖のもつ還元力を利用してなされる場合が非常
に多く，ことに第二銅（以下Cu（Ⅰ）と略す）を遼元し
てその際生ずる酸化第一銅の量を測定しその値より糖の
畳を算定する。この際間覇になる点は生成した酸化第一
銅が再酸化を受けぬよう迅速にかつ簡易に定量すること
である。一方クプロイソ（Cuproine；2，2′－Biquin01ine），
ネオクプロイソ（Neocuproine）バソクプロイソ（Batho－
LCuPrOine）は第一銅（以下Cu（Ⅰ）と略す）のみと特異的に
反応して特有のキレート化合物を生成し発色するので銅
の比色定量試薬として使用されている。この中で比較的
4）
分子吸光係数が低く適応範囲の広いクプロインを選び，
遼元糖によって生成した酸化第一銅を溶解しこれをクプ
ロインのイソアミルアルコール溶液で発色抽出し光電分
光光度計で測定する方法を検討したところソモギ一法に
比較して遜色ない結果が得られたので報告する。
2　装置および試薬
2－1　装置
光電分光光度計　日立101塾
pH計　東亜電波製ガラス電極pH計HM－5A型
2－2　試薬
銅標準溶液：和光純薬製特級硫酸銅3．9296gを純水
1日にとかし1000J唱／mJの溶液をつくりこれを適宜純水
で希釈して所定の標準溶液とした。
ブドウ糖標準溶液：和光純薬製特級無水ブドウ糖
（Dextoseanhyd．）1，000gを純水にとかLllとして1000
〟g／mJの溶液をつくりこれを適宜希釈して所定の標準溶
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液とした。（以下糖液と略す）
タブロイノ用アルカリ性硫酸銅溶液Ⅰ：（以下CupI
と略す）ソモギ一法のアルカリ性硫酸銅溶液に準じて調
製した。すなわち約200mJの熱水に酒石酸カリウム・ナ
トリウム30g，無水炭酸ナトリウム30gを順次溶解しこ
れに1規定水酸化ナトリウム溶液40mJを加え，スター
ラー上で撹挿しつつ硫酸銅の10％溶液80mgを少量ずつ加
えて溶解し，さらに加熱煮沸して溶存する空気を追い出
す。別に約500mJの熱水に硫酸ナトリウム180gを加え
加熱煮沸し，これを上記のアルカリ性硫酸銅溶液と混合
し，さらに10分間加熱煮沸して生じた酸化第一銅を東洋
ろ紙No7Aでろ過し，ろ液に純水を加えて1gとし
た。
タブロイソ用アルカリ性硫酸銅溶液Ⅰ：（以下CupI
と略す）CupIから硫酸ナトリウムを除いて調製した。
5）
EDTA使用アルカリ性硫酸銅溶液：（以下E－Cupと
略す）EDTAの二ナトリウム塩37，22gを少量の熱水に
とかし炭酸ナトリウム10gを加え，さらに加熱煮沸して
溶存する空気を追い出し，これに硫酸銅（CuS04・5H2
0）25gを200mg位の熱水にとかしたものをスターラー上
で撹拝しつつ少量ずつ加え，さらに10分間加熱煮沸し東
洋ろ紙No7Aでろ過して後1日に希釈した。
6）
ソモギ一法に必要なる試薬は蒲田氏の方法に従って調
製した。なおその試薬は和光純薫製，関東化学製特級品
をそのまま使用した。ただし純水はイオン交換樹脂で精
製しさらに硬質ガラス製蒸留界で蒸留して用い，イソア
ミルアルコールは再蒸留して沸点128～1320Cの留出分
を用いた。
3　定量操作
定量に影響を与えると考えられる条件を検討するた
め，つぎのような定量操作を設定した。すなわち，糖液
の量に応じた大きさの共栓つき試験管に所定渡慶の糖液
を所定量（1mg，2mgおよび5mg）とり，これにアルカ
リ性硫酸銅溶液（CupI，CupI，およびE－Cup）を糖液
と同量加え，ゆるく蓋をして沸騰水浴中（食塩を加えて
1000C以上で沸騰するように調節した）で1mgおよび2
mgの場合は1 分間，5mJの場合は15分間加熱し，加熱
が終ったならば直ちに水中で3分間冷却し，これに1～
5
2規定の酸を加えてpHを約2．5となしこれに0．02％ク
プロインイソアミルアルコール溶液（以下クプロイソ液
と略す）を5～40mJ添加して約3分間振とうし，これ
を25mgの分液ろうとに移し，しばらく静置して液層が
分離したならはイソアミルアルコールを分取し，光度計
で測定の際に透過率が20～80（％）の範囲になるようイソ
アミルアルコールで適度に希釈して波長546m〟で透過
率を測定し換算表により吸光度を求めた。
4　実験結果と考察
4－1銅の検量線
遼元糖の量と酸化第一銅との関係を検討するために銅
7）
の検量線を作製した。方法は山本勇寵氏の方法によっ
た。すなわち各渡度標準液をそれぞれ5mgずつ25mgの
分液ろうとにとり，これに塩酸ヒドロキシルアミソ0・5
～1gを添加してよく振って遼元し，ついでクプロイソ
液をCu（Ⅰ）の量に応じ5～10mg添加して約3分間振と
うし，しばらく静置し液層が分離したならばイソアミル
アルコール層を50mg容メスフラスコに移し，イソアミ
ルアルコールで定容した。これを546m／上の波長で測定
して作製した検量線が図1である。
図1　銅の換量線
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4－2　酸化第一銅を溶出するのに必要な酸の畳および
硫酸と塩酸の比較
酸化第一銅は塩酪塩化アソそこウムり水酸化アン㌧己
ニウム，硫酸，硝酸に溶解し，酸の場合にはpHの低い
方が溶解度は大きい。一方タブロインはイソアミルアル
コール溶液の場合にはpH2・0～9・0の範囲で定量的にキ
8）
レートを生成する。従って供託液のpHを2近くまで下
げて遼元糖によって生成した酸化第一鍋を十分に溶解さ
せるに必要な条件を定めるためつぎの実験を行なった。
6
すなわち，供試液を100mg容のビーカーにとりこれにガ
ラス電極を挿入し，マグネチックスターラーで撹伴しつ
つ1頻．定の塩酸および硫酸をビュレットで一定量ずつ加
えてpHの変化を測定した。（図2および図3）なお供託
液は10〟g／mJの糖液20m仁に各アルカリ性硫酸銅溶液
（CupI，CupIおよびE－Cup）をそれぞれ20ml加え
1000C以上の沸騰水浴中で20分間加熱し，3分間水中で
冷却したものである。
図2　各アルカリ性硫酸銅溶液の塩酸添加によるpH
の変化
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図3　各アルカリ性硫酸銅溶液の硫酸添加によるpH
の変化
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この結果よりpHを2．5にするにはCupI，CupIの場
合は1親定の酸16mJを必要とする。またE－Cupの場合
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には38mgを要する。
つぎに酸化第一銅を同じpHのもとで塩酸と硫酸とで
いずれがよく溶解するかを検討するために10〟g／mJの
糖液を2mいおよび5血用いて3の定量操作に従って酸
化第一銅を生成させ，これに1・6規定塩酸と硫酸を用い
てpHを約2．5にした場合のCll（Ⅰ）の溶出をクプロイソキ
レートの吸光度で示した。（表1）
蓑1塩酸と硫酸の酸化第一銅溶出量の比牧
糖液2mg 亶ｨ??ﾏX??7?
酸の畳 ?ﾈ??唯?ﾓ　　検 俚r?
1，6N一塩酸1mg ???ビ?．5528 ??CcS?
1．6N一硫酸1mg ??#田2?．2663 ?????
1．6N一塩酸2．5mg 度?ss??．7640 ???C?
1．6N－硫酸2・5mg ??#??．0．9115 ??#涛b?
この結果，酸化第一銅を溶解する硫酸の量は塩酸の約
1／10であって溶解能が不十分であると思われるので，当
実験においては酸化第一銅を溶かす酸としては塩酸を使
用することにした。なお，硫酸についてはあらかじめ溶
液のpHを2．0以下になるまで硫酸を添加しておき，後
に2規定アソそこアにてpHを芦．0以上に修正する方法
についても実験を行なったがバラツキが多く採用し難か
った。またアソそこウム塩焼で酸化第一銅を溶解する方
法についても定性的な実験を試みたが良好なる結果が得
られず，それ以上の検討は行なわなかった。
4－3　3種アルカリ性硫酸銅溶液の比較
糖浪度5〟g／mJ～50／唱／mJの間にある6つの濃度の糖
液について，糖液2mgとりこれに前述の3穫アルカリ
性硫酸銅溶液を糖液と同容加え，常法に従って吸光度を
求めた。（図4）ただし，酸化第一銅を溶解する酸とし
ては1．6規定の塩酸を使用した。
同渡度の糖液についてみるとCupIが最も商い値を
示し，ついでCupIでありE－Cupは低い値を示した。
CupIとCupⅡの差は硫酸ナトリウムで飽和してあるか
ないかの差であるが，実験の結果硫酸ナトリウムで飽和
してあるところのCupIが良好の結論を得た。硫酸ナト
リウムはタブロインのキレート生成には障害を与えない
のみでなく，生成した酸化第一銅の再酸化を防止する働
きのあることが実証された。またE－C－ユpが低い吸光度
を示したのはE－Cupが安定であってCu（Il）を還元する
た即こさらに烈しい条件，たとえばさらに高温，あるい
は高い糖渡度が必要であるように思われるが，この点に
ついてはさらに精しく実験を行なわないと断定すること
はできない。ClユpIおよびCupIは一度加熱して生成し
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図4　ァルカリ性硫酸銅溶液の比牧
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糖濃度（〃g／5ml）
た酸化第一銅をろ過して除いたがなお青枚の吸光度は高
い値を示した。またE－Clユpは酒石酸カリウム・ナトリ
ウムのかありにEDTAを使用しているので盲検の吸光
度は零を期待したがかなりの値を示した。試薬は純度の
高いものを選び，水は純水を市蒸留して用い，調製に臨
んでも遼元性不純物を除くよう工夫したが育枚の吸光度
の値を低くすることができなかった。これが実験結果の
／ミラツ牛を大きくする原因と思われ，また当定量法の一
つの課題であろう。
4－4　定量に必要な糖量の検討
当定量法は還元糖液でアルカリ性硫酸銅溶液を遼元し
て酸化第一銅を生成させこれを定量する方法であるが，
ここで間贋となる点として遼元反応が十分に行なまっれる
沌こ必要な糖畳の限界および測定可能な糖量の範囲が考え
られる。それらを検討するために1〟g／mJから100J唱／mg
まで各濃度の糖液を調製し，定量に用いる糖畳について
も当定量法が微量定量法であることを考慮して1mg，
について行なった。（図5）なおアルカリ性硫酸銅溶液2
mg，5mgはCupIを，また溶解させる酸は塩酸を用いた。
この場合の濃度の表示はイソアミルアルコール全量
（mJ）でブドウ糖重量を除した値を最終糖渡度として
〃g／mJで表した。たとえは5〟g／mJの糖液2m卜を用い，
これに5mgのクプロイン液を加えて発色抽出した場合
7
図5　糖液量の比校
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には半＝2〟gとして表わした。
なお1〟gのブドウ糖によって生成したCu（Ⅰ）を発色
させるに必要なクプロインの重畳は約20〟gでありクプ
ロイン液約0．1mgがこれに相当する。
図5で示すとおり青枚の値は糖液の使用量，また希釈
度に比例しており，1mg，2m7，5mJでは差は認めが
たく測定可能範囲は試薬の調製や反応条件を厳密に規制
した場合には1〟g／mJの濃度の糖液1mgでも測定可能
である。上限の糖濃度についてはキレート生成に十分な
クプロインの畳と，透過率が20～80％になるようイソア
ミルアルコールで希釈すればかなりの糖渡度でも測定で
きるが，糖液2mg用い25倍希釈の場合の限度は100〟g／mg
位であろう。
4－5　ブドウ糖の検量線
糖液2m卜を共栓つき試験管にとり，CupIを2ml加
えて100～1050Cで沸騰水浴中で10分間加熱し直ちに水
の中に入れ冷却し，1．6規定塩酸をlmJ加えてpHを約
2．5に下げ，これにキレート生成に十分な量のクプロイ
ン液（5～20mg）を加え3分間振とう後，分液ろうとに
移す。しばらく静置して液層が分離したならばイソアミ
ルアルコール層を分取し，糖渡度1～10／堰／mJではイソ
7ミルアルコール層が10mg（5倍希釈）となるように，
また10～100〟g／mgではイソアミルアルコール層が50
mZ（25倍希釈）になるように定容し青枚の透過率を100
8
％としてそれぞれの透過率を測定し吸光度を求めてブド
ウ糖の検量線を作製した。（図6，図7）
図6　糖の検丑線（1～10〟g／ml）
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糖渡虔（〟g／5ml）
図7　糖の故丑線（10～100／堰／ml）
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糖渡虔（〟g／25ml）
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いずれの場合にも検量線はラソベルト・ベールの法則
に従うことを認めた。
4－6　ソモギー（Som喝yi）法との比較
既知濃度の糖液について当定量法とソモギ一法を併行
して行ない両者の比較をした。ソモギ一法においては糖
液5mgを使用した場合には良好なる結果が得られた（図
8）が糖液1mliたは2mlを使用した場合10pg／ml以
下の低渡度では滴定値と糖濃度に相関々係が得られがた
く，これは低渡匿においてはわずかな滴定の誤差が結果
的に問題となるためと考えられる。これに対して当定量
法では4－4で述べた如く，糖濃度1〟g／mJの糖液1
mgでも測定可能であるという点で特に優れているもの
の，これまでに述べてきたようにバラツキをはじめ2～
3の考慮すべき欠点を有している。
図8　ソモギ一法による糖の検量線
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糖濃度（〃g／ml）
5　要　約
クプロインを用いた選元糖の微量比色定量法について
実験して得られた知見をまとめるとつぎのようである。
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（1）還元糖によって生成する酸化第一銅を溶解させ
て，これにタブロイソイソアミルアルコールを反応させ
発色抽出を行ない波長546m〟で比色定量することによ
り遭元糖を定量することができる。
（2）アルカリ性硫酸銅溶液としてはCupIが最も優れ
ることが判明したが，いずれのアルカリ性硫酸銅溶液の
場合でも盲枚の吸光度がかなり高い値（糖渡皮として10
〟g／mg内外）を示し，試薬中にかなりの畳の還元性不純
物が含まれることが予想された。そしてこれが誤差の大
きな原因の一つと考えられる。
（3）酸化第一銅を溶解するための酸として塩酸と硫酸
の比較をしたところ塩酸の方が優れていることを知り得
た。しかし他の酸またアソそこウム塩類などについてさ
らに検討することが必要であろう。
匝）定量可能の範囲は糖液2mg使用の場合概ね
1～100〃g／mJであるが上限については反応に必要なク
プロインを添加することと，イソアミルアルコールで測
定可能範囲まで希釈することにより，さらに高い渡度で
も測定が可能である。
（5）ソモギ一法との比較では糖液の渡度が高く，使用
する量が多い時にはソモギ一法がやや優れており誤差が
少ないように思われる。しかし糖液の浪度が低く，使用
する量が少ない時には当定量法の方が良好の結果が得ら
れた。
この研究は本学後援会学術研究費によってなされたこ
とを記して厚く謝意を表する。
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